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CHUONG 1. MO DAU

Ho ndm Ganodermataceae duoc phan bd & khép noi trén thé gibi, gém nhiéu loai dugc sit dung lam dugc liéu
tir 1au doi, dién hinh 1a ndm Ganoderma lingzhi, loai nam dugc liéu quy duoc sir dung phd bién tir xa xua tai cac
nude Chau A. Cho t6i hién tai, ho Ganodermataceae c6 khoang 20 chi trong d6 phd bién nhat ¢6 hai chi c6 thanh
phan loai va phan bé phd bién nhit 1a Ganoderma va Amauroderma. Tuy nhién, viéc phan loai ho nim
Ganodermataceae tai Viét Nam con chit yéu dia vao hinh thai hoc. Do vay, sir dung phuong phap sinh hoc phan tir
két hop v6i phuong phap hinh théi hoc dé dinh danh chinh xac tén loai nAm thudc ho Ganodermatacea dang 13 van
dé cép thiét trong viéc phan loai ho nam co gia tri dugc tinh quan trong ndy. Tay Nguyén la khu vuc hién c6 cac
Vuon qudc gia va khu bao ton thién nhién 16n ciia ca nude véi nhitng khu vue co diéu kién sinh truéng pht hop véi
su phat trién cta cac loai ndm thudc ho Ganodermataceae. Cac cong trinh khoa hoc sau nay da chirng minh nam
thudc chi Ganoderma, ddc biét 1a loai G. lucidum, c6 it nhét sau tac dung dugc 1y dang cha ¥ trong d6 c6 hoat tinh
khang khuan va hoat tinh khang oxy hoa.

Cho t6i hién tai, cac nghién ctru da chirng minh in vitro c6 khoang 22 loai ndm thudc ho Ganodermataceae ¢
tac dung khang nhiéu vi khuan Gram 4m va Gram duong. Trong dé, tu ciu khuan Staphylococcus aureus (SA) la vi
khuan Gram dwong ky khi tuy v, 1a thanh phan ctia hé vi sinh vat tu nhién trén nhiéu ving khac nhau & co thé nguoi,
ddng thoi 13 tac nhan hang diu gdy bénh nhidm tring qua da, cdc m6é mém, giy ra cc tinh trang viém nhidm nghiém
trong. Nghién ctru hoat tinh khang SA di dugc thuc hién ¢ thuc vat, vi nAm dya vao sang loc in vitro, in silico hay
phat trién ra san phdm cao chiét hay hop chét trong thwong mai. Pic biét, sang loc in silico lién quan téi tinh khang
SA dua trén cac protein bé mat (yéu to két tu A, sortase A) va cac protein tiét lién quan tdi qua trinh bién dudng
(dyhydrofolate reductase, phosphotransacetylase). Tuy nhién, d6i vi nim 16n, dic biét 1a ho Ganodermataceae méi
dua vao sang loc in vitro chua co6 cac nghién ctru sang loc in silico trén cac protein muc tiéu.

Ngoai hoat tinh khang khudn ndm ho Ganodermataceae con c6 cac hoat tinh sinh hoc dang chi y khac trong
d6 c6 hoat tinh khang oxy hoa. Cac hop chat khang oxy hoa cia nim Ganodermataceae da dugc nghién ciru tir qua
thé ctia nAm thu nhén trong tir ty nhién. PSi v6i cac loai ndm c6 thé nudi trong nhan tao, ngoai qua thé, hé soi sinh
dudng ciia nam 13 ngudn nguyén liéu quan trong dé thu nhan cao chiét va hop chit co hoat tinh khang oxy hoa. Trong
thé sgi nam, thanh phéan chii yéu 1a polysacharide tir vach té bao. Vi vdy, viéc nghién ctru va khai thac hé soi nAm
ctia cac loai thudc ho Ganodermataceae c6 ngudn gdc tai Viét Nam khong chi gitp chu dong trong san xuat ma con
phu hop véi didu kién dija phuong, tao tién dé cho tmg dung trong cac linh vue nhu thue pham bd sung, héa m§ phim
va dugc pham.

Luan 4n “Nghién ctru hoat tinh khang Staphylococcus aureus, khang oxy héa mét s loai nim thudc ho
Ganodermataceae thu nhén tai TAy Nguyén va TP. Ho Chi Minh” 1 cong trinh dugc thyc hién véi muc tiéu nham
dong gop thém vao sy hiéu biét vé tinh da dang ctia cac loai nAm thudc ho Ganodermataceae tai Viét Nam noi chung,
tai Ty Nguyén va TP. HO Chi Minh néi riéng, vé co s& khoa hoc ciia gia tri tai nguyén clia cac loai nAm nay nhu 13
ngudn thu nhan cao chiét, hop chit c6 hoat tinh sinh hoc ¢6 gia tri, dic biét 1a hoat tinh khang SA va khéng oxy hoa.

CHUONG 2. TONG QUAN
2.1. Ho nim Ganodermataceae
Ho nam Ganodermataceae bao gdm cac chi va loai nim véi dic diém qua thé 1 co quan sinh san ciia nAm
c6 cau truc bi dai (hoa gd), c6 thu tang dang 16 va bao tir dam c6 hai 16p vach, dién hinh nhu nAm Ganoderma lingzhi.
bay 1a ho nam duoc thu hai tir ty nhién va duoc nudi tr(‘Bng lam duoc liéu phé bién nhat & Chau A trong nhém cac

loai nam duoc liéu.



Ganodermataceae 14 ho ndm thudc bd nim 16 Polyporales, 16p nim tan Agaricomycetes, nganh nim dam
Basidiomycota. Theo dit liéu nAm qudc té tai Mycobank truy cip ngay 07 thang 05 nim 2024 (http://mycobank.org),
hién tai ho Ganodermataceae c6 khoang 20 chi. Trong d6 hai chi Ganoderma va Amauroderma 14 hai chi phé bién
nhit trong ho Ganodermataceae. Mic du, nAm ho Ganodermataceae 1a nhirng loai hoa gd, khong dugc st dung lam
thuc phém, nhung ddi voi con nguoi, ho nam nay da duoc stir dung tir xa xwa vai vai tro la nam duoc liéu & mot sb
nudce trén thé gidi. Hién nay mot s6 loai nAm Ganodermataceae dugc nudi tréng nhén tao, da sd 1a cac loai nAm hoai
sinh, pha gb manh nén dugc trong bang chit liéu gd khong co tinh dau. Ganodermataceae dugc trong thanh cong
trong méi truedng nhén tao tai Trung Qudc vao nam 1969, tir d6 nim dwoc nudi trong rong khip cac nude Chau A
khac, véi cac san phém da dang nhét trong cac loai nam duogc liéu da mang lai doanh thu 2,5 ty d6 la My mdi nam.
Tai Viét Nam, nim linh chi di dwoc ghi nhan ngoai ty nhién tir thé ki 18 trong sach thudc cta luong y Lé Hitu Tréc.
Mot s6 loai nAm nhu G. lucidum duoc trong trong diéu kién nhan tao chi tir nam 1980 tré lai day. Céc cong trinh
nghién ctru vé nudi trong, hoat chét, dugc tinh ciia cac loai Ganodermataceae duoc phd bién tdi nguoi tiéu ding nén
nhu cau sir dung nim thudc ho nay ngay cang gia ting tai Viét Nam.

2.1. Vi khuin gy bénh Staphyloccocus aureus va tinh khang thudc

Staphylococcus aureus |2 vi khudn Gram dwong hinh cau dudng kinh 0,5 dén 1,5 pm, céc té bao thuong két tu
v6i nhau tao thanh cum té bao nhur chim nho (nén con goi 1a tu cau vang). S. aureus c6 dic diém ky khi tiry y, khong
di dong, khong tao bao tir, catalase va coagulase dwong tinh, ¢6 khuan lac mau vang dic trung boi sic td carotenoid
staphyloxanthin. Thanh phan vach té bao gdm 50% la 16p peptidoglycan, 40% chira hai loai teichoic acid: teichoic
acid nam trong vach té bao va lipoteichoic acid nam trong 16p lipid 6 vai trd quan trong trong van chuyén vat chat
ctia t& bao. C4c protein bén ngoai mang té bao chat va nim trong vach té bao nhu yéu t6 két tu (clumping factor),
sortase A, protein A v.v., ¢6 vai trd 14 yéu t doc luc ctia vi khudn ndy. S. aureus tao mang nhay polysaccharide bén
ngoai 16p peptidoglycan ¢ vai trd trong sy tao biofilm gitip bao vé vi khuan khoi thuc bao khi xdm nhiém vao co
thé vat chii, gdy nhidm tring mau, gitip vi khuan khang lai mot s6 khang sinh ciing nhu cac diéu kién khac nghiét
ctia mdi trudng. S. aureus thudong séng trén da va niém mac cia dong vat mau nong. Vi khudn ¢ kha ning lan nhiém
vao méau gy nhidm tring méu hay cac 6 ap-xe tai cac co quan ndi tang. Hién nay, cac chiing tu cdu vang c6 kha ning
khang nhiéu loai khang sinh khac nhau nhu nhom B-lactam (penicillin, methicillin), glycopeptide (vancomycin) v.v.

Ngay nay, khang sinh 1a liéu phap hiéu qua dé diéu tri cac bénh nhiém trang phd bién & ngudi. Tuy nhién,
viéc lam dung khang sinh trong san xuat va doi song 1a nguyén nhan chinh 1am xut hién cac ching giy bénh khéng
thudc véi tée d6 nhanh, tao ra thach thirc 16n cho con ngudi trong viée tim kiém, phat trién cac loai khang sinh méi
hiéu qua déi véi cac vi khuin gy bénh khang thude, dic biét 1a cac chung da khang. Hién nay S. aureus gay bénh
dan dan thich nghi voi cac nhom thude khang sinh. Két qua cac nghién ctru da cho thdy dén thap nién 60 cta thé ky
20 khoang 80% cac chiing S. aureus gay bénh dugc phan lap tir mau bénh tai cac bénh vién co tinh khang penicillin.
Dic biét dau thap nién 70 va 80 da xac dinh di xac dinh dwoc 2 nhém S. aureus khang thudc nguy hiém 1a Nhom
khang methicillin (methicillin - resistant S. aureus, MRSA) va Nhém khéang vancomycin (vancomycin - resistant S.
aureus, VRSA), sau nay lan rong trén toan cau.

Yéu t6 doc luc cua S. aureus c6 hai loai chinh: (i) Nhom 1 1a cac protein nam trén bé mat té bao vi khuan,
dugc goi chung 1 surfacome, tham gia vao qué trinh xdm nhiém (invasion) gitp té bao bam dinh vao bé mit cua té
bao vt chu, tao khuin lac, xAm nhép vao 16p té bao da, té bao niém mac; (i) Nhém 2 1a cac protein tiét, dwoc goi
chung 14 secretome, tham gia vao qua trinh lan nhiém (infection) giup cho vi khuén xam chiém va lay lan nhanh
trong co thé vat chu. Cac yéu td doc luc nay duge dung lam protein dich trong kham pha cac thude didu tri S. aureus.
Gan day mot s6 yéu td doc luc khic dugc quan tim lam protein dich dé sang loc, phat trién khang sinh méi trong
diéu tri MRSA, VRSA nhu sortase A, yéu té két tu A v.v., la cac protein trén mang, véch té bao, hoic dihydrofolate
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reductase, phosphotransacetylase v.v., 1a cic enzyme bién dudng c6 lién quan dén kha ning gy bénh cua vi khuin
nay.
2.3. Nghién citu twong tac giira hop chat phan tir lwgng nhé va protein dich in silico

Céc dich bénh nghiém trong nhu cac dich cim nhitng nim 1800, 1900, dai dich COVID-19 hay su tién hoa
nhanh chéng cua cac chung vi khuan gay bénh da khang thude, ciing nhu cac bénh rdi loan chuyén héa nhu tiéu
duong, béo phi v.v., di dit ra thach thirc 16n trong viéc tim kiém, phat trién thubc méi hiéu qua dé bao vé sac khoe
cong dong. Viéc phét trién thanh cong mot loai thuéc méi 1a mot qué trinh tiéu ton nhiéu nguon luc, thoi gian va chi
phi, c6 thé phai tiéu tén dén 2,6 ty USD va mét khoang 14 nim. Do vay nhu cau can c6 cach tiép can hiéu qua hon
vé thoi gian, chi phi trong nghién cttu khdm pha thudc tré nén cip bach. Mot giai phap hiéu qua la (ng dung cac
phuong phép tin sinh hoc dé sang loc cac hop chat tiém ning hay sang loc 4o in silico (virtual screening, VS) nham
tim kiém cac hop chat trién vong tir cac co so dir liéu, cac thu vién hop chat ¢d sb lugng 16n va cau tric hoa hoc da
dang. Trong sang loc ao in siliso ¢6 hai phuong phap chinh dugc su dung:

Docking phan tir (molecular docking) 1a mét qua trinh mé phong tinh toan nham du doan kha ning twong tac
gitta hai c4u trdc dé tao ra mot ciu tric 6n dinh thuong 12 ai luc gan gita mot hop chat phan tir lugng nho hay phéi
ta (ligand) voi mot protein hay thu thé (receptor), giita hai protein véi nhau hoic gitra mot doan DNA/RNA voi
protein. Hién nay, do viéc sang loc thubc bing thuc nghiém tiéu tén qué nhiéu thoi gian, cdng sic va ton kém, nén
docking phan tir 12 phuong phéap dugc st dung rong réi & cach tiép can SBVS dé du dodn 4i luc va hoat tinh cua cac
nhom dugc chét tiém ning dbi voi protein dich c¢6 lién quan dén mot bénh ly, bénh truyén nhidm hay dich bénh, tir
d6 du doan kha ning hoat hda hoic c ché mot protein muyc tiéu. Mat khac, phuong phap nay ciing giap du doan
dugc vung hoat tinh hay vi vi tri hoat dong cta protein, vi tri va ciu hinh uu thé cua co chat khi tuong tac véi phan
tir protein. Bé thyuc hién chinh xac qua trinh docking, can c6 do phan giai cao cua cau tric tinh thé tia X, phé NMR
hodc md hinh twong ddng ciu trdc. Tuy nhién, protein muc tiéu duoc lay tir co s dit liéu khdng c6 cac md ta vé dic
tinh sinh hoa lién quan dén cau triic cua protein, dan dén kha nang 1am ting sé lwong duong tinh gia trong sang loc
40. Do vy can quan tam dén tinh linh hoat cua c4u trac protein dé 1am tang co hoi sang loc dung cau hinh gan giira
ligand va protein tir d6 giam sé lugng duong tinh gia.

Ngoai ra, trong phuong phap in silico con sa dung moé phong dong luc hoc phan tir 1a phuong phap cho phép
md phong cac dic diém vé cau trac, dong hoc va nhiét dong cua hé théng dang xem xét. Cac hop chat thuong 1 cac
phan tir sinh hoc (chét tan) nhu protein, enzyme, hoac tap hgp mang sinh hoc duoc ngdm trong dung méi nuée (nuéc
hodc chat dién phéan). Trong truong hop protein va enzyme, céu trac protein dugc lay tir Ngan hang dir liéu protein
(Protein Data Bank, PDB) dong vai trd khai ¢au cho mo phong BLHPT. Néu khong ¢6 sin cau trlic, cac nha nghién
ctru dung dén md hinh héa (du doan) cau tric cho sin nhu mé hinh twong dong hoic mé hinh so sanh.

CHUONG 3. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
3.1. Thiét bi, dung cu va vat liéu
3.1.1. Vit liéu
Céc mau ndm thudc ho Ganodermataceae thu nhan tir khu vuc Tay Nguyén va TP. HO Chi Minh.
Chung vi khuan tu cau vang Staphylococcus aureus ATCC 29213, dugc cung cap boi Vién Y Té Cong Cong
thanh phd H6 Chi Minh.
3.1.2. Méi trwong nudi ciy
Moi truong: PDA (Potato Dextrose Agar), PDB (Potato Dextrose Broth), MHA (Mueller Hinton Agar), MHB
(Mueller Hinton Broth) cia Himedia, An D9.
3.1.3. Héa chit, dung cu va thiét bi



Hoa chét, thudc thir, dung cu va thiét bi dat tiéu chuin phan tich.
3.2. Phuwong phap
3.2.1. Phwong phdp dinh danh ndm
3.2.1.1. Dia diém, thoi gian, phirong phdp thu va phan ldp mau

Ho Ganodermataceae séng tai cac vung c6 do am cao, mua nhiéu nén viéc léy mau chu yéu duoc thuc hién
vao muia mua tir thang 5 dén thang 11. Nam twoi duge bao quén tai nhiét do thap tir 10 dén 15°C bang da kho, sau d6
dugc phan lap tai chd va van chuyén vé phong thi nghiém dé séy kho. Nam duoc séy kho ¢ 50°C, bao quan trong tai
Zip c6 khoa kéo va bo hat silicagel. Cac dac diém dai thé duge ghi chu lai vi tri thu mau va hinh anh k¥ thuat ) bé‘mg
may anh. Tiéu chudn mau sic dé so sanh ctia Kornerup va Wansher dugc sir dung dé chudn mau ctia miu ndm thu
dugc. Pia diém va thoi gian thu miu tai Khu bao ton Ea S6 (ES), VQG Chu Yang Sin (CYS), VQG Kon Ka Kinh
(KKK), VQG Bidoup-Nui Ba (BNB) va Ca Chi, Can Gio, va ndi thanh TP. H6 Chi Minh (HCM). Khuén ty duoc
phan 14p tir qua thé tuoi trén moi truong PDA, ciy chuyén va thuan khiét ching giéng. Cac chung gidng s& duoc soi
kinh hién vi va ghi nhan cic dic diém hién vi trudc khi dem di tach chiét DNA tong. Hé soi ndm céc ching ndm
dugc bao quan trong glycerol 30% & -80°C. Mau dugc ky hiéu tir qudc gia thu mau (Viét Nam-VN) dén tén viét tit
cta dja diém thu mau dén nim thu miu va cudi cung thir tw cuia mau khi thu.

3.2.1.1. Phhuwong phap dinh danh

Céc mau nam dugc dinh danh dya trén dac di€ém hinh thai, sinh thai hoc va dac diém phat trién cua hé sgi nam

trén moi trudng nudi cay dua theo khoa phan loai ciia Donk (1908) trén dit liéu ndm trén hai ngan hang mycobank.org
va indexfungorum.org.

Phuong phap dinh danh sinh hoc phén tir thyc hién thong qua cac budce khuéch dai va giai trinh ty ITS cua
vung ITS (cip moi ITSIF/ITS4). Sau do, két qua trinh ty DNA dugc nhap va xt 1y loai bo cac nucleotide x4u bang
phan bang BioEdit 7.2. Trinh tr DNA cubi cing duoc so sanh véi cac trinh ty khac trén dir liéu Ngan hang gen
GenBank ctia NCBI bﬁng cach sur dung cong cu BLAST. Céc trinh tu sau khi dwgc BLAST va ghi nhan thong tin d6
tuong dong trinh tu dat yéu cau duoc giri dén ngan hang gen NCBI dé xin cap ma truy cép (accession number — AC)
trén GenBank.

Céc trinh ty nAm thu duge va céc trinh ty trén dit liéu tim kiém trén GenBank s& duoc thu nhan, sép giong cot
bang phin mém ClustalW va chinh stra bang phdn mém AliView. Loai Perenniporia subtephropora thudc chi
(Perenniporia) duoc chon 1a nhém ngoai (outgroup) cho cdy phéat sinh lodi . M6 hinh tién hoa téi wu cho cay phéat
sinh lodi dwoc phan tich bang phdn mém jModelTest v2.1.10 dua trén chuan thong tin Akaike (Akaike information
criterion, AIC) nho nhat. Cay phét sinh loai dugc vé bang phuong phap kha ning téi da (Maximum likehood) véi
phan tich bg lip bootstrap 1000 lan sir dung phan mém MEGA X, mo phong lai va chinh sira bang phan mém FigTree
v1.4.4, v6i hién thi d tin cdy chi s6 phén tich bootstrap (%) > 50%.

1.3.2. Phwong phdp nghién civu hoat tinh khdng S. aureus ciia cao chiét ndm

1.3.2.1.  Phwong phdp chudn bi céu tric ligand VA cdc protein dich ding cho sang loc in silico

Ligand duoc ding dé sang loc in silico 1a cAc hop chat chuyén héa thir cAp tir ho ndm Ganodermataceae da
dugc dang ky trén ngan hang hop chét (http:// phytochem.nal.usda.gov). Cau tric 3D ciia cac hop chét nay dugce 1ay
tir PubChem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) va dugc vé lai trén phan mém MarvinSketch (Chemaxon Ltd., M§).
Téng cong c6 80 hop chit tir ho nim Ganodermataceae di duogc tim thiy trén ngan hang dugc dung lam ligand dé
sang loc kha nang gan 1én trung tim hoat dong cua 4 protein lién quan dén tinh khang thudc cua S. aureus 12 sortase
A (SrtA), yéu té két tu A (CIfA), dihydrofolate reductase (DHFR), phosphotransacetylase (Pta). Danh muc 80 hop
chat nay duoc trinh bay & tit ca cac hop chat dugc chuyén sang dinh dang pdbqt sir dung phin mém Open Babel.


http://phytochem.nal.usda.gov/
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

CAu tric tinh thé cua 4 protein dich 1a SrtA (PDB 1D: 2MLM, d6 phan giai: 1,64 A), CIfA (PDB 1D: 1N67,
d6 phan giai: 1,90 A), DHFR (PDB ID: 2W9G, d6 phan giai: 1,95 A), Pta (PDB ID: 4E4R, d6 phan giai: 1,44 A),
dugc thu nhan tir Trung tdm Hop tac vé Ngan hang Dir liéu protein tin sinh hoc cAu triic (Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics Protein Data Bank, http://rcsh.org). Cac phén tir nuéc ctia protein dugc loai bo béi phan
mém Discovery Studio. Déi v6i StA va DHFR thuc hién tach dong két tinh ra khoi cdu triic tinh thé va re-dock dwa
vao tinh toan do 1éch trung binh binh phuong (RMSD) sir dung phan mém PyMOL (gia tri RMSD nhé hon 2 A). Cac
nguyén tir hydro phan cuc duge thém va gin truong luc Kollman vao protein nhd phan mém Autodock v.1.5.6. Cau
tric protein dugc chuyén sang dinh dang pdbqt dé tao thuan loi cho qua trinh moé phong phan tir.

1.3.2.2. Phwong phap docking phan tir

Phan mém AutoDock v.1.5.6. dugc sir dung dé tim ra cAu hinh gén tét nhat ctia mdi ligand tir Ganodermataceae
duoc thu nhan tir ngan hang cac hop chit v&i mot trong 4 protein dich (SrtA, CIfA, DHFR, Pta). Tién hanh docking
bang phan mém Autodock v.1.5.6 véi kich thudc hop tim kiém (grid box) bao phii vi tri hoat dong ctia protein dugc
chon tir ving tuong tac cua déng két tinh hodc céac hop tim kiém duogc dinh vi dé bao phu céac vi tri hoat dong cta
protein bang may chit CASTp (Computed Atlas of Surface Topography of proteins). Diém sé docking, dugc do bang
kcal/mol, thu dugc tir két qua docking mdi hop chét vai protein dich dwa trén 4i lyc gén giira ligand va protein. Diém
s6 docking cang nho thi ning lugng dé tao thanh lién két cang thap, i luc lién két cang cao. Sau do, sy twong tac
phan tir giita protein va ligand dugc hién thi bang Discovery Studio Visualizer 2020. Cac so d6 3D va 2D duoc tao
ra dé cung cdp sy trinh bay toan dién vé cac twong tac lién két giira protein va phdi tir, vé tuong tac clia chiing & cap
do chu trac.

1.3.2.3. _Dinh tinh, dinh lwong cdc nhém hop chdt hitu co chinh trong cao chiét 70% ethanol

Cac thanh phan hop chét hitu co chinh trong cao chiét 70% ethanol dugc dinh tinh dé tim ra dung méi phu hop
cho chiét phan doan cao bao gdm alkanoid, duong khir, flavonoid, tannin va phenol, terpenoid, triterpenoid, saponin,
steroid. Tir d6 dinh lugng cac thanh phan hop chét chinh hop chat phenol, triternoid va polysaccharide.

1.3.24. CO0 ldp va xac dinh cdu tric cdc hop chadt tir qua thé nam

Tir 15g cao GME thu dugc 15 phan doan (ki hiéu tir Fr.1 dén Fr.15) bang cach sir dung sic ky cot silica gel
(80 x 5 cm, kich thudc hat 63 — 200 um) v6i dung méi rira giai gradient cia CHCl;-MeOH (ty 16 30:1 dén 0:1). Céu
trdc cac hop chit ¢o 1ap duoc xac dinh cin clr vao cac dit liéu phd cong hudng tir hat nhan proton (*H-NMR) tai tan
s6 100 MHz, carbon 13 (**C-NMR) tai tin s6 400 MHz v6i dung moi phu hop trén may cong huong tir hat nhan
Varian Unity Inova 400 MHz. Tir d6 so sanh dit liéu pho thu duogc véi cac dir liéu da cong bd. Cau trac hop chat
dugc vé trén phan mém MarvinSketch (Chemaxon Ltd., M¥).

1.3.2.5. Phwong phap khdo sat hoat tinh khang Staphylococcus aureus
a) Phwong phdp khuéch tin dia thach

Hoat tinh khang khuén cua cao tong va cac cao phan doan tir qua thé ndm trong luan 4n nay duoc danh gia bang
phuong phap khuéch tan dia thach Kirby — Bauer theo Reller cling ¢s va CLSI. Ching S. aureus ATCC 29213 duoc
cdy ria trén moi trudong MHA, 1 & 35 + 2°C trude khi 1am thi nghiém tir 18-24 gid theo tiéu chuan ctia CLSI. Tao
huyén phu vi khuan 10° CFU/mL bang cach chuyén sinh khéi khuan lac vao 9 mL nuéc mubi sinh 1i 0,85% sao cho
d6 duc McFarland 0,5 véi v&i ODego dat khoang 0,1, pha loang 2 lan dé thu duoc 10° CFU/mL. Dung tim bong vo
trung trai déu huyén phu vi khudn 1én bé mit moi trudng MHA trén hop Petri. Dt dia gidy (¢ 5 mm) 1én bé mat mdi
truong di duoc trai khuin gdm bdn dia gidy chira cao chiét nAm (ndng d6 100 mg/mL) véi ham lugng cao chiét trén
mdi dia gidy lan luot 13 1, 2, 3, 4 mg. Mot dia gidy duoc bd sung 20 uL DMSO 5% lam d6i chimg am va mot dia
gidy duoc bd sung 20 pL khang sinh ciprofloxacin 0,25 mg/mL lam déi chimg duong. Dé dia Petri vao tu lanh 4°C
trong 4 gio, sau d6 i & 35 % 2°C trong 24 gid. Do vong vo khuan & timg dia. Thi nghiém duoc lap lai 3 lan.
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b) Xdc dinh MIC va MBC
Nong d6 trc ché t6i thiéu MIC 1a ndng d6 thap nhat ciia dung dich chét thir c6 kha nang trc ché sy phat trién ctia
vi khuén sau 18-24 gid nudi cdy & 35 + 2°C, khong nhin thay su phat trién cia vi khuan trong méi trudng nudi cdy.
Resazurin duoc bd sung vao moi truong dé hd tro viée phat hié€n c6 hay khéng co6 sy sinh truong cta vi khuén dua
vao nguyén tic NADH duoc tao ra khi vi khuan bién dudng s& khir resazurin (mau xanh nudc bién) thanh resofurin
(mau hong). Tir cac giéng khao sat MIC, dung dich huyén phul duge chuyén qua méi truong méi, sau d6 dugc u trong
18-24 gio nudi cdy o 35 + 2°C. Nong do diét khuan t6i thiéu MBC 1a nong do thip nhat ma tai d6 chét khang khuan
tiéu diét vi khuan trong dung dich khi dugc phat hién bang resazurin. Budc song kich thich huynh quang va budc
song phat quang cua resofurin tai 545 nm va 590 nm. Cac vi dia dugc do 2 budc song ndi trén trude khi cho 20 pl
resazurin (0,01%, w/v) va sau khi u 30 phut tai nhiét do 35 + 2°C. Tai giéng ma gia tri budc song phat quang 590 nm
khong thay d6i hodc am d6 1a khong c6 su hién dién cta S. aureus ATCC 29213.
3.3.3. Phwong phdp nghién civu ddic diém va hogt tinh khang oxy hoa ciia cdc phin dogn giau
polysaccharide thé sei ndm

Heé soi ndm dugc gitt gidng trén moi truong PDA tai 4°C. Sinh khéi ndm dugc cdy truyén qua dia chira moi
truong PDA. Sau khi soi nAm moc diy kin dia Petri, dung dao ciy v6 tring chuyén 1,0 cm? sinh khdi vao binh Erlen
chtra 100 mL PDB va nudi cdy lic 150 rpm trong 2 tudn ¢ nhiét do 25 + 2°C. 10% sinh khéi 16ng dugc chuyén vao
250 mL PDB tiép tuc nuoi cay trong 2 tuan, sau do tiép tuc chuyén 10% qua 2.500 mL PDB va nudi cdy trong 2 tuan.
Sau 2 tudn, loai dich nudi cay thong qua ly tim 6.000 rpm & 20°C. Sinh khdi soi nim dugc rira véi nude cit vo tring
3 1an, sau d6 sy kho trong ti sdy dén trong lugng khong ddi, luu trir & -20°C dén khi sir dung. Cac dung mai 1an luot
duoc sir dung 1a nudc nong, NaOH 2%, acetone 15% dé thu nhan duoc 7 phan doan tir ASF1 dén ASF-7. Sau do,
cac phan doan s€ dugc loai protein va khir mau béng dung dich H20,. Trong lugng trung binh dugc xac dinh bﬁng
phuong phap sic ky loc gel. Thanh phin duong don dugc tao din xuét tién cot 1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone
(PMP) va phét hién bang sic ki 1ong hiéu ning cao HPLC véi chat chuan la cac dudng don mannose, rhamnose,
glucose, xylose, galactose, arabinose duoc sir dung lam chat chuan. Ngoai ra, quang phd FTIR con duoc sir dung dé
cho biét dac diém cua polysaccharide thu nhan dugc. Phuong phap danh gia hoat tinh khang oxy hoa theo phuong
phép DPPH va ABTS.

3.2.4. Phwong phdp xi¢ Iy 56 liéu

Tt ca céc thir nghiém dugc tién hanh ba lan va két qua duoc trinh bay dudi dang gia tri trung binh + d6 léch
chuén (SD) str dung Microsoft Excel. Dé kiém tra mirc ¥ nghia, phan tich ANOVA mot yéu t6 va hau kiém theo
Tukey post doc duoc thyc hién so sanh cic mau twong Gng trén phan mém R. Két qua duoc danh gia 1a c¢6 ¥ nghia
néu gia tri p < 0,05.

CHUONG 4. KET QUA VA BAN LUAN

4.1. Pinh danh va ghi nhan dic diém céc chiing nAm thu thap tai khu vec Tay Nguyén va thanh phé Hé Chi
Minh

Cac mau nam duoc dinh danh dya trén dic diém hinh thai, sinh thai hoc va dic diém phat trién ctia hé soi ndm
trén moi truong nudi cdy dua theo khéa phan loai ciia Donk (1908) cing dir liéu nim trén hai ngan hang
mycobank.org va indexfungorum.org. Céc két qua phan tich cu thé lam co so dé dinh danh dya trén dic diém hinh
thai, sinh thai hoc va sinh hoc phan tir theo Bang 4.1. Cac két qua trén ciy phat sinh loai cho thdy rang cac ching
nam thu nhén tai Viét Nam c6 méi quan hé gin véi cac ching thu nhan tai Trung Qudc, cac nudc Pong Nam A va
Han Qudc. Mit khac, trén cdy phat sinh loai ciing cho thdy rang chi Ganoderma c6 mdi quan hé gan véi chi
Amauroderma hon chi Foraminispora. Ngoai ra, chi Sanguinoderma ciing c6 mdi quan hé gan nhét voi chi
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Amauroderma. Ngoai ra, trén cdy phat sinh loai cho thiy su chia nhanh trong chi phu ciia Ganoderma: (i) chi phu
Ganoderma subgenus Ganoderma (laccate) bao gom céc loai: G. angustisporum, G. casuarinicola, G. destructans, G.
ecuadorense, G. enigmaticum, G. flexipes, G. lingzhi, G. lucidum complex sensu lato (G. leucocontextum, G. lucidum,
G. tsugae), G. multiplicatum, G. multipileum, G. orbiforme, G. philippii, G. sessile, G. sichuanense, G. sinense, G.
subangustisporum, G. tropicum, G. weberianum, G. wiiroense; (ii) chi phu Ganoderma subgenus Elfvingia (non-
laccate) bao gdm céc loai: G. australe, G. ellipsoideum, G. lobatum, G. guangxiense, G. pfeifferi. Tir d6 cho thiy rang,
da s6 céac chung nam thudc chi Ganoderma thu duoc trong ludn an ndy thudc nhém laccate (10/13 loai).

Bang 4.1. Két qua dinh danh va ghi chi cua cac ching nim thu nhan tai Tdy Nguyén va Thanh phd H6 Chi

Minh
; Két qua dinh danh
So Ky hiéu . R . . oL
T chiing Noi thu thap Dua Vaf)- hinh | Dua vao trinh Ghi chu
thai tw ITS
1 VNCYS | VQG Chu Ganoderma Ganoderma - Lan dau tién ghi nhan
1805 Yang Sin, tinh | orbiforme (Fr.) orbiforme su hién dién tai VQG
> Pic Lic Ryvarden, Chu Yang Sin, tinh Déc
Mycologia 92 Lic, 1a khu vuc rimg
(1): 187 (2000) cay la rong c6 khi hau
nhiét doi.
- Trinh tuy vung ITS
mau nidm tir Viét Nam
lan dau tién duoc ding
ky 1én GenBank.
(PP762492)*
2 VNES1801 | KBT Ea S6, Ganoderma Ganoderma - Lan dau tién ghi nhan
tinh Pac Lac | tropicum tropicum su hién dién tai KBT Ea
(Jungh.) Bres., S6, tinh Pac Lic
Annales - Trinh ty viing ITS mau
Mycologici 8 nam tir Viét Nam lan du
(6): 586 (1910) tién dugc dang ky 1én
GenBank.
(PP767475)*
3 VNKKK1901 | VQG Kon Ka | Ganoderma Ganoderma - Trinh ty viing ITS mau
Kinh, tinh Gia | multiplicatum multiplicatum nim tir Viét Nam lan dau
Lai (Mont.) Pat., tién dugc dang ky 1én
Bulletin de la GenBank.
Société (MZ703635)*
Mycologique de
France 5: 74
(1889)




VNKKK1902 | VQG Kon Ka | Ganoderma Ganoderma - Trinh ty ving ITS mau
Kinh, tinh Gia | sinense J.D. sinense nam tr Viét Nam 1an dau
Lai Zhao, L.W. tién dugc dang ky 1é€n
Hsu & X.Q. GenBank.
Zhang, Acta (MZ706470)*
Microbiol. Sin.
19(3):272
(1979).
VNKKK1903 | VQG Kon Ka | Ganoderma Ganoderma - Lan dau tién ghi nhan
Kinh, tinh Gia | lingzhi S.H. lingzhi tai Viét Nam; moc tai
Lai Wu, Y. Cao & gbc ciy gd ctng da chét.
Y.C. Dai, - Trinh ty ving ITS mau
Fungal nim tir Viét Nam lan dau
Diversity 56 tién dugc dang ky 1én
(1): 54 (2012) GenBank.
(MZ706471)*
VNKKK1904 | VQG Kon Ka | Amauroderma | Amauroderma | - Lan dau tién tai Viét
Kinh, tinh Gia | subresinosum subresinosum Nam ghi nhéan sy hién
Lai (Murrill) dién & d6 cao 900 - 1000
Corner, Beih. m so véi muc nude bién
Nova Hedwigia - Trinh ty ving ITS mau
75:93 (1983) nam tir Viét Nam lan du
tién dugc dang ky 1én
GenBank.
MZ706942)*.
VNKKK VQG Kon Ka | Ganoderma Ganoderma - Moc hoai sinh trén ting
Kinh, tinh Gia | lingzhi S.H. lingzhi tham muc 14 cay ring
Lai Wu, Y. Cao & nhiét déi.
Y.C. Dai, - Trinh ty ving ITS mau
Fungal nam tir Viét Nam lan du
Diversity 56 tién dugc dang ky 1én
(1): 54 (2012) GenBank.
1905A2 (MZ706476)*
VNES22015- | KBT Ea S9, Ganoderma Ganoderma - Lan dau tién duoc ghi
tinh Pac Lic ellipsoideum ellipsoideum nhan tai Viét Nam.
Hapuar., T.C. - Trinh ty ving ITS mau
Wen & K.D. nim tir Viét Nam lan dau
Hyde, tién dugc dang ky 1é€n
Mycosphere 9 GenBank.

(5): 951 (2018)

(0Q780769)*




9 VNES2204 | KBT Ea S6, Ganoderma Ganoderma - Lan dau tién ghi nhan
8 SPRE | (inh Dic Lic weberianum weberianum su hién dién trén cay gb
(Bres. & Henn. hai 14 mam hoai sinh tai
ex Sacc.) Viét Nam
Steyaert, - Trinh tu vung ITS mau
Persoonia 7(1): nim tir Viét Nam lan dau
79 (1972) tién dugc dang ky lén
GenBank (PP763260)*
10 | VNBNB2202 | VQG Bidoup, | Ganoderma Ganoderma - Lan dau tién ghi nhan
Nui Ba, tinh guangxiense B. | guangxiense tai Viét Nam.
Lam Dong K. Cui, J.H. - Trinh ty ving ITS mau
Xing & Y.F. nim tir Viét Nam lan dau
Sun, 2022 tién dugc dang ky 1é€n
GenBank.
(PP762491)*
11 VQG Bidoup, | Sanguinoder-ma | Sanguinoder-ma | - - Lan dau tién ghi nhan
Nui Ba, tinh rugosum (Blume | rugosum tai Viét Nam.
Lam Pong & T. Nees) Y.F. - Trinh ty ving ITS mau
Sun, D.H. Costa nam tir Viét Nam lan dau
& B.K. Cui. tién dugc dang ky lén
2020 GenBank.
(PP763269)*
12 | VNBNB2307 | VQG Bidoup, | Foraminispora | Foraminispora | - Lan dau tién ghi nhan
Nui Ba, tinh austrosinensis (J | austrosinensis tai Viét Nam.
Lam Pong .D. Zhao & - Trinh ty ving ITS mau
L.W. Hsu) Y.F. nam tr Viét Nam 1an dau
Sun & B.K. Cui, tién dugc dang ky 1én
in Sun, Costa- GenBank.
Rezende, Xing, (PP762085)*
Zhou, Zhang,
Gibertoni,
Gates, Glen, Dai
& Cui 2020
13 VQG Bidoup, | Ganoderma Ganoderma - Lan dau tién ghi nhan
Nui Ba, tinh subangustispo- | subangustispo- | tai Viét Nam.
Lam Dong rum B.K. Cui, rum - Trinh ty ving ITS mau
J.H. Xing & nim tir Viét Nam lan dau
Y.F. Sun, tién dugc dang ky lén
Studies in GenBank.
Mycology 101: PP762534)*
346 (2022)




casuarinicola
J.H. Xing, B.K.
Cui & Y.C. Dai,
MycoKeys 34:
100 (2018)

casuarinicola

14 | VNHCM1805| TP. HCM Ganoderma Ganoderma - Lan dAu tién trén thé
: i multipileum multipileum giGi ghi nhan sy ky sinh,
Dinh Hou 1950 gdy chét cay phuong vi
Delonix regia.
- Trinh ty ving ITS mau
nam tir Viét Nam 1an dau
tién duoc dang ky 1én
GenBank.
(MZ706463)*
15 | VNHCM1901| TP. HCM Ganoderma Ganoderma - Lan dau tién trén thé
australe (Fr.) australe gidi, ghi nhan su hién
Pat., Bull. Soc. dién trén cay chu mot 1a
Mycol. Fr. mam (Dira Cocos sp.)
5(2,3):65 (1889) - Trinh ty ving ITS méu
nam tr Viét Nam 1an dau
tién dugc dang ky 1én
GenBank.
(MZ706468 )*
16 | VNHCM1902| TP. HCM Ganoderma Ganoderma - Trinh ty ving ITS mau
sichuanense sichuanense nam tir Viét Nam 1an dau
J.D. Zhao & tién dugc dang ky 1én
XQ. Zhang, GenBank.
Acta Mycol. (MZ706465)*
Sin.:159
(1983)
17 | VNHCM2101| TP. HCM Ganoderma Ganoderma - Lan dau tién ghi nhan

tai Viét Nam.

- Trinh ty ving ITS mau
nam tr Viét Nam 1an dau
tién dugc dang ky 1én
GenBank.

(PP762487)*

VOG: Vuon quéc gia; KBT: Khu bdo ton thién nhién; TP.HCM: Thanh phé Ho Chi Minh; * Vi tri locus trén

GenBank.

4.2.

Nghién ciru hoat tinh khang S. aureus ciia cao chiét tir qua thé mét sé mau nam thu thap dwoc va dé

xuit co ché khang ciia hgp chat cd lap tir loai G. multiplicatum

4.2.1.

Ganodermataceae

4.2.1.1.

Truong hop sortase A
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Trong 80 hop chit thu nhan tir ngdn hang hop chit cia ho nAm Ganodermataceae gin nhu da sé déu c6 diém
s6 docking 16n hon ddi chimg ciprofloxacin véi 62 hop chit, 5 hop chat c6 diém sé docking tot nhat (ning lugng gin
giita hop chét va SrtA) dao dong trong khoang tir -8,4 dén -8,0 kcal/mol (Bang 4.2 va Hinh 4.1).

Bang 4.2. CAc hop chat c6 diém sb docking gén véi sortase A t6t nhat va dic diém lién két

Piém s
. . . Twong tac ki
STT Hop chat docking Lién két hydrogen .
(kcal/mol) nuoe
1 Ganosinensin B -8,4 Cys126, Vall108, Leulll lle141
2 Ganosinoside A -8,4 Glul113, Val108 lle124, Trpl36
3 Ganoderenic acid D -8,1 Leulll, Cys126
4 Jacareubin -8,1 Asn56, Lys117 Glul13, Glu47
5 Ganodermanontriol -8,0 Glul13, Leulll Trpl36

Hinh 4.1. M6 phdng cau tric
tuong tac 2D, 3D gitra SrtA véi
ganosinensin B (a), voi
ganosinoside A (b) va khe chua
trung tdm hoat dong ctua SrtA
(c). : lién két hydrogen;

: twong tac ki nude.

4.21.2. Truong hop CIfA
Qua sang loc c6 47 hop chét c6 diém sé docking nho hon -8,1 kcal/mol, 14 diém sb docking cua ciprofloxacin,
trong s6 nay 6 hop chét co diém sé docking tét nhét dugc trinh bay ¢ Bang 4.3. Ganosinoside A va ganoderic acid
AM1 c6 ning lugng ty do gan thap nhat véi CIfA 1a -10,4. Ganosinoside A tao lién két hydrogen véi CIfA tai 5
amino acid Arg395, Val288, Asn284, His252, va Thr397; tao tuwong tac ki nudc voi CIfA tai 5 amino acid Phe455,
1le488, Al490, Tyr436 va Asp385 (Hinh 3.21). Ganoderic acid AMI tao lién két hydrogen véi 5 amino acid Ile339,
Pro251, Thr397, Arg395, va Pro341; tuong tac ki nudc tai Tyrd36, Phe455, Pro452. Ganoderic acid J tao tuwong tac
ki nudc tai Pro251. Ergosterol peroxide tao mot cAu nbi hydrogen tai Thr397, twong tac ki nudc tai Tyrd36, 11e448,
11




Pro341, Val288, Val490 va Lys343. Ganoderic acid D tao lién két hydrogen véi 3 amino acid tai I1e339, Tyr399 va
Arg395. Trong khi d6, 24R-ergosta-7,2E-diene-3p,50,6p-triol tao lién két hydrogen tai Thr397 va twong téc ki nudc
v&i 4 amino acid Tyr436, 11e488, Lys434, Al490.

Bang 4.3. Cac hop chat c6 diém sé docking véi yéu té két tu A tét nhat va dic diém lién két

Piém s
STT Hop chat docking Lién két hydrogen Twong tac ki nuéc
(kcal/mol)
1 Ganosinoside A -10,4 Arg395, Val288, Phe455, 11488, Al490,
Asn284, His252, Tyrd36, Asp385
Thr397
2 Ganoderic acid AM1 -10,4 11339, Pro251, Thr397, | Tyr4d36, Phe455, Pro452
Arg395, Pro341
3 Ganoderic acid J -10,3 Pro251
Ergosterol peroxide -10,2 Thr397 Tyr436, 1le448, Pro341,
Val288, Val490,
Lys343
Ganoderic acid D -10,2 11339, Tyr399, Arg395
24R-ergosta-7,2E- -10,1 Thr397 Tyr436, 11e488, Lys434,
diene-3B,50,6p- Al490
triol
s . O

VAL
A4sp  THR TYR
A8l A369

Hinh 4.2. M6 phong c4u trac twong tac 2D, 3D giira ganosinoside A véi CIfA. ----- : lién két hydrogen; ----- : tuong
tac ki nudc.
4.2.1.3. Truwong hop dihydrofolate reductase

Trong 80 hop chat dugc sang loc thi c6 4 hop chat c6 diém sé docking thap hon -9,5 kcal/mol 1a diém sb
docking cua ciprofloxacin. Ergosterol peroxide, ergosterol va 7-oxoganoderic acid Z c¢6 ning luong tu do gan Ia -
10,2 kcal/mol (Bang 4.4). Ergosterol peroxide gan vai dihydrofolate reductase thong qua lién két hydrogen tai Thr121
va tuong tac ki nuéc voi 3 amino acid Val31, Leu28 va Leu54 (Hinh 4.3). Ergosterol tao 1 lién két hydrogen tai
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Asn18 va c6 tuong tac ki nudc véi 5 amino acid 1a 11e50, 1le14, Val31, Leu28 va Phe92. 7-oxoganoderic acid Z gan
véi dihydrofolate reductase thong qua lién két hydrogen tai Thr46 va Thr96, twong tac ki nudc véi Thr46 va Phe92.
Ganosinensin B tao lién két hydrogen voi 6 amino acid 1a Ala7, Gly93, Thr46, Asn18, Pro21 GIn19, tuong tuong tac
ki nude tai Leu20, 11e50, va Leu28.

Bang 4.4. Cac hop chat ¢ diém sé docking véi dihydrofolate reductase tot nhat va dic diém lién két

STT Hop chat Piém s Lién két hydrogen Twong tac ki nuwoc
docking
(kcal/mol)
Ergosterol peroxide -10,2 Thri21 Val3l, Leu28, Leu54
2 | Ergosterol -10,2 Asnl8 11e50, lle14, Val31,
Leu28, Phe92
3 | 7- oxoganoderic acid Z -10,2 Thr46, Thro6 Thr46, Phe92
Ganosinensin B - 10,0 Ala7, Gly93, Thr46, | Leu20, lle50, Leu28
Asnl8, Pro21, GIn19

R84 Ata
A% O - R
ABO  LEW &)
AQ.
})—-0/'
VAL .
A31 g 4oy JCLI LT
A 3B %43
paslio SO
Hinh 4.3. M6 phéng cau tric twong tac 2D, 3D gitra ergosterol peroxide vi dihydrofolate reductase. ----- : lién két

hydrogen; ----- : tuong tac ki nude.

4.1.1.4. Truong hop phosphotransacetylase

Két qua sang loc cho thay 40 hop chat co diém sé docking thap hon -7,1 kcal/mol, 1a diém sb docking cua
ciprofloxacin, trong d6 05 hop chat co diém sé tét nhat duoc trinh bay trén Bang 4.5. Ganolucidic acid B ¢6 diém s6
docking tét nhét 12 -8,9 kcal/mol, tao lién két hydrogen voi Leu299, Lys143, Lys187, GIn325, GIn297, twong tac ki
nuée tai Leu299 (Hinh 4.4). Ganoderenic acid D tao lién két hydrogen GIn325, Lys143, Lys187, tuong tac ki nudc
voi Leu299. Ganoderic acid AM1 tao lién két hydrogen véi Serl91, Lys143, GIn325, Gly298, Leu299, Lys187,
GIn297 nhung khéng tao tuong tac ki nudc. 1-Methoxy-2-(2-methoxyethenyl)-benzene tao lién két hydrogen véi
Ser191, GIn325, Lys232, Glu231, tuong tac ki nudc voi Leu299, Gly298. Jacareubin tao li€n két hydrogen véi
GIn325, Lys143, Lys187, tuong tac ki nudc Leu299.

Bang 4.5. Cac hop chat c6 diém sb docking véi phosphotransacetylase tét nhat va dic diém lién két
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STT Hop chit Piém sb Lién két hydrogen Twong tac ki
docking nwoéc
(kcal/mol)
1 Ganolucidic acid B -8,9 Leu299, Lys143, Lys187, Leu299
GIn325, GIn297
Ganoderenic acid D -8,7 GIn325, Lys143, Lys187 Leu299
Ganoderic acid AM1 -8,6 Ser191, Lys143, GIn325, Gly298,
Leu299, Lys187,
GIn297
4 1-methoxy-2-(2- -8,3 Ser191, GIn325, Lys232, Glu231 | Leu299,
methoxyethyl)- Gly298
benzene
5 | Jacareubin -8,3 GIn325, Lys143, Lys187 Leu299

Hinh 4.4. M6 phong cau triic twong tac 2D, 3D giita ganolucidic acid B voi phosphotransacetylase. ----- : lién két
hydrogen; ----- : tuong tac ki nude.

4.2.2. Pdnh gid tinh én dinh ciia cac phitc hep ligand-protein dich bang mo phéng déng luc hoc phan

ter
Phuong phap mé phong dong luc hoc phan tir (PLHPT) dugc sir dung dé danh gia tinh 6n dinh & cac diéu kién
nhiét d6 va ap suat trong diéu kién can bang ciia cac phiic hgp SrtA-ganosinensin B, SrtA-ganosinoside A va CIfA-
ganosinoside A. Uu diém cta phuong phap moé phong DLHPT 1a kha ning phat hién tinh linh hoat cta phtc hop
protein-ligand, cho phép danh gia chinh xac nhiét dong luc hoc va dong hoc xdy ra trong qué trinh gin giira ligand
va protein muc tiéu. Gia tri d6 1éch trung binh binh phuong RMSD (root mean square deviation) dioc ding dé phan
tich cac dao dong ctia amino acid trén protein (protein-residue based fluctuation). Gia tri SASA (solvent accessible
surface area, dién tich bé mit tiép xuc véi dung moi) biéu thi dién tich bé mit ctia protein tuong tac v6i cac phan tir
dung méi (Hinh 4.5f va Hinh 4.5f). Trudng hop phirc hop SrtA-ganosinensin B, két qua cho thiy ciu tric phiic hop
van 6n dinh trong sudt thoi gian mé phéng, voi sy dao dong trong pham vi 4 A (Hinh 4.5a). Gia tri RMSF (root mean
square fluctuation, dao dong trung binh binh phuong gdc) ciing cho thay ganosinensin B 1am 6n dinh mot vai amino
acid tuong tac tai trung tam hoat dong ctia SrtA (Hinh 4.5b). Nhin chung, cuong do dao dong van dudi 2,5 A. Khoang
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cach trung tam khéi luvong (center of mass distance) gitta ganosinensin B va SrtA trong thoi gian mé phong duogc thé
hién trong Hinh 4.24c. Két qua cho thay cac phdi tir dao dong véi khoang cach 6n dinh < 5 A. Ngoai ra, tong s6 lién
két hydrogen dugc hinh thanh giira ganosinensin B va SrtA trong 100 ns ciing dugc tinh toan. Trong quy dao dong
luc hoc phan tir, ganosinensin B hau nhu lu6n hinh thanh it nhat 1 dén 2 lién két hydrogen véi SrtA (Hinh 4.5d). Dao
dong ciia ban kinh quay (Rg, su phan bd cic nguyén tir clia protein xung quanh truc ctia minh) cho thay ganosinensin
B thay d6i cau hinh bén trong tii twong tac trong thdi gian 80 ns. Diéu nay cho thiy c6 nhing dao dong nho vé
RMSD trong cung thoi gian.

Két qua md phong DPLHPT cua SrtA-ganosinoside A cho thay phirc hop nay van 6n dinh trong suét qua trinh
mo phong (Hinh 4.6a). Két qua RMSF ciing chirng minh rang ganosinoside A 1am 6n dinh vai amino acid twong téc
tai trung tim hoat dong cuia StrA (Hinh 4.6b). Nhin chung, cudng do dao dong van dudi 2,5 A. Khoang cach trung
tam khoi luong gitra ganosinoside A va SrtA trong thoi gian mé phong dugc hién thi trong Hinh 4.6¢. Két qua cho
thdy ganosinoside A c6 khoang cach 6n dinh.

Két qua tinh toan tong s lién két hydrogen hinh thanh giira ganosinoside A va SrtA trong 100 ns cho thiy
ganosinoside A hau nhu ludn hinh thanh it nhat 1 lién két hydrogen véi SrtA (Hinh 4.6d). Cé sy thay ddi vé Rg khi
ganosinoside A gin véi SrtA, lam thay d6i cdu hinh cua ganosinoside A tir 40 dén 60 ns.

o
i ™ ko

Hinh 4.5. Bong luc hoc cua su gan ganosinensin B véi sortase A trong thai gian mé phong 100 ns. (a) RMSD:; (b)
RMSF; (c) Khoang céch trung tdm khéi luong trung binh gita ligand va protein; (d) Lién két hydrogen:; (e) Ban
kinh quay cua phuc hop; (f) Dién tich bé mat c6 thé tiép xtc dung mdi. RMSD: D léch trung binh binh phuong;

RMSF: Dao dong trung binh binh phuong.
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Hinh 4.6. Bong luc hoc cua sy gin ganosinensin B vai sortase A trong thoi gian
md phong 100 ns. (a) RMSD; (b) RMSF; (c) Khoang cach trung tdm khéi luong trung binh giira ligand va protein;
(d) Lién két hydrogen; (e) Ban kinh quay caa phitrc hop; (f) Dién tich bé mat c6 thé tiép xic véi dung moi. RMSD:
Do léch trung binh binh phuong; RMSF: Dao dong trung binh binh phuong.

Trong céc hop chét c6 4i luc cao thong qua qua trinh docking v&i CIfA, ganosinoside A cho thiy c¢6 ai luc cao
nhit véi CIfA c6 diém sé docking thip nhat -10,4 kcal/mol. Do viy, chung toi thuc hién phan tich PLHPT trén phirc
hop CIfA-ganosinoside A dé danh gia tinh 6n dinh & cac diéu kién nhiét do va ap sudt mo phong nhu trong té bao.
Két qua mo phong PLHPT cua CIfA-ganosinoside A cho thay phirc hgp nay van on dinh trong suét qua trinh mo
phong (Hinh 4.7a) véi RSMD duéi 2,5 A. Phén tich twong tic giira ganosinoside A va amino acid 0 dén 525 cua
CIfA tir v6i gia tri RMSF déu < 2,5 A cho thiy su lién két on dinh giita phtc hop ligand va protein. Tuy nhién, vi tri
lién két amino acid 525 dén 550 c6 gia tri RMSF 16n hon 2,5 A cho thay déy vi tri khong anh huong téi su tuong tac
giita ganosinoside A va yéu t6 két tu A. Didu nay ciing dugc chimg minh bang docking phén tir, mé hinh 2D va 3D
giita ganosinoside A va yéu td két tu A cac lién két va trong tac duogc tao ra chii yéu tir amino acid 250 dén 449. Diéu

nay chimg minh ring ganosinoside A twong tac trong ving trung tim hoat dong ctia CIfA.

10

400 as0 500 550 o 20

60 aso0 40 60 80 100
Time (ns) Residue Number Time (ns)

Hinh 4.7. Bong luc hoc cua lién két ganosinoside A vai CIfA trong thai gian mé phong 100 ns. (a) RMSD;
(b) RMSF; (c) Lién két hydrogen. RMSD: B¢ léch trung binh binh phuong; RMSF: Dao dong trung binh
binh phuong.
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Két qua tinh toan tong sb lién két hydrogen hinh thanh giita ganosinoside A va CIfA trong 100 ns cho thiy
ganosinoside A hau nhu luén hinh thanh 4-6 lién két hydrogen véi CIfA (Hinh 4.7¢), gop phan lam 6n dinh phirc hop
nay.

Céac phén tich mé phong PLHPT xac nhan sy 6n dinh cta phic hop gitta SrtA voi ganosinensin B va
ganosinoside A, 1a hai terpenoid cé diém s6 docking phan tir tot nhat trong 5 ligand c6 kha ning cao nhat dé hinh
thanh phtic hop véi SrtA dya vao phuong phap docking phan tir. Twong tu két qua mé phong DLHPT xéc nhéan sy
6n dinh ciia phuc hop giita CIfA véi ganosinoside A 1a mot trong hai hop chat c6 diém sé docking phan tir tot nhat
boi phuong phap docking phan ti.

4.2.3. Hogt tinh khang S. aureus in vitro cia cao chiét 70% ethanol qud thé cac mdu nam
4.2.3.1. Thu nhdn cao chiét téng ethanol 70%
Ethanol 70% la dung moéi c6 kha ning thim xuyén qua véch té bao, tao duoc ndi hydrogen lién phan tir voi

cac nhom phan cyc khac, nén duge xem la dung mdi van nang, giup thu nhan dugc ca cac hop chit co do phan cuc
manh, vira va yéu, dé chiét cac hop chat cé trong bot qua thé. Hiéu suat thu hdi cao chiét tir bot qua thé 4 loai ndm
(5 chung) nghién ciru dugc ghi nhin ¢ Bang 4.6. Hiéu suit thu hdi cao chiét bang ethanol 70% tir bot qua thé cua 5
chung ndm G. multiplicatum VNKKK1901, Amauroderma subresinosum VNKKK1904, G. sinense VNKKK1902,
G. lingzhi VNKKK1905A2, G. lingzhi VNKKK 1903, lan luot 14 2,40 + 0,06%, 3,56 + 0,21%, 5,68 + 0,20%, 5,79 +
0,16%, 6,00 £ 0,02%.

Bang 4.6. Hiéu suét thu hoi cao chiét bang ethanol 70% tir bt qua thé cac loai nAm nghién ciru

Chiing nAm Hiéu suat thu hoi cao chiét (%)
Amauroderma subresinosum VNKKK1904 3,56 + 0,212
Ganoderma multiplicatum VNKKK1901 2,40 £ 0,062
Ganoderma sinense VNKKK1902 5,68 + 0,20°
Ganoderma lingzhi VNKKK1903 6,00 £ 0,022
Ganoderma lingzhi VNKKK1905A2 5,79 £ 0,162

*Hidu sudt trung binh cia 3 lan Idp lai = SD (standard deviation, do léch chudn), *véi xit 1y s6 liéu theo ANOVA mét
yéu té véi p<0,05.
4.2.3.2. Hoat tinh khdng S. aureus in vitro ciia cao chiét 70% ethanol qud thé

Két qua danh gia bang phuong phap khuéch tan dia thach dugc thé hién tai Bang 4.7. Khi ting ham luong cao
chiét thi duong kinh vong v6 khuén ting 1én. Trong 5 loai cao chiét dugc khao sat, 3 cao chiét tir G. multiplicatum
VNKKK1901, G. sinense VNKKK1903 va G. lingzhi VNKKK1903 cho thiy c6 hoat tinh khang S. aureus véi mirc
d6 khang khac nhau. Puong kinh vong v6 khudn tir cao chiét nim G. multiplicatum VNKKK 1901 16n hon cao chiét
ctia 2 ching con lai & tat ca cac ndng do tir 1 dén 4 mg/dia gidy. Cu thé, tai ham lugng 1 mg/dia gidy, cao chiét nAm
G. multiplicatum VNKKK1901 ¢6 duong kinh vong vo khuan 1a 8,33 + 0,49 mm, tuong duong véi cao chiét G.
sinense VNKKK 1903 tai ham luong 2 mg/dia gidy (8,33 + 0,72 mm) va 16n hon cao chiét G. lingzhi VNKKK1903
tai ham luong 2 mg/dia gidy (7,33 + 0,27 mm). Tai ham luong 2 mg/dia gidy cao chiét nAm G. multiplicatum
VNKKK1901 ¢6 vong vo khuan voi duong kinh 10,33 + 0,27 mm 16n hon nhiéu so véi 2 cao chiét G. sinense
VNKKK1903 va G. lingzhi VNKKK1903 & cting ham lugng cao. Cao chiét ciia A. subresinosum VNKKK1904 va
G. lingzhi VNKKK1905-A2 khong tao dugc vong vo khuan & cac ham lugng dugc khao sat.
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Bang 4.7. Dudng kinh vong v khuén cia cao chiét ethanol 70% cua 5 chiing nam (mm)

Cao chiét

Lwong cao chiét/

o G. G. sinense G. lingzhi G. lingzhi A.

dia giay (mg) . .
multipicatum 1903* 1905A2** subresinosum

1 8,33+ 0,49 - - - -

2 10,33+ 0,27 8,33+0,72 | 7,33+0,33 - -

3 11,00 + 0,00 9,00+0,00 | 7,67 +0,27 - -

4 12,67 + 0,49 9,33+0,27 | 9,00 +0,47 - -

. . 32,67

(+) ciprofloxacin 31,00+ 0,00 0.54 30,33 +0,27 | 31,67 + 0,67 32,00 £ 0,00

(-) DMSO - - - - -

Két qua dwoc biéu thi: Trung binh + dg léch chudn;, (-): Khong c6 vong khdng khuan; *: G. lingzhi VNKKK1903;
**: G. lingzhi VNKKK1905A2.

Két qua xac dinh ndng d6 trc ché tdi thiéu (MIC) va ndng do diét khuan tbi thiéu (MBC) ddi vé6i S. aureus
ATCC 29213 cua cac mau nam (Bang 4.8) ciing cho thiy murc d6 nhay cam khac nhau ctia ching vi khuan nay ddi
v6i cao chiét cuia cac cac ching nim khac nhau. Trong d6 vi khuan nhay cam nhat ddi véi cao chiét nAm G. sinense
VNKKK1902 v&i nong do trc ché tdi thiéu thap nhat (1,875 mg/mL), tiép dén 14 cao cta cic nam A. subresinosum
VNKKK1904 (3,125 mg/mL), G. multipicatum VNKKK1901 (3,75 mg/mL), G. lingzhi VNKKK1905A2 (6,25
mg/mL), cao nhat 14 G. lingzhi VNKKK1903 (9,375 mg/mL).

Bing 4.8. MIC, MBC, MBC/MIC d6i v6i S. aureus ATCC 29213 ctia cao chiét ndm 70% ethanol dwoc khao sat

*, G. lingzhi VNKKK1903; **, G. lingzhi VNKKK1905A2

Cao chiét/khang sinh (mg/mL)

G. multi- G. sinense G. lingzhi G. lingzhi A. subre- Ciproflo-

plicatum 1903* 1905A2** sinosum xacin
MIC 3,75 1,875 9,375 6,25 3,125 0,0125
MBC 7,5 3,75 18,75 25,0 12,50 0,05
MBC/

2 2 2 4 4 4

MIC

Cao chiét co6 MBC thép nhét 1a G. sinense VNKKK1902 (3,75 mg/mL) cho thiy kha ning diét S. aureus
ATCC 29213 manh nhat, tiép d6 1a cao chiét nam G. muliplicatum VNKKK1901 véi MBC 1a 7,5 mg/mL, cao chiét
ctia A. subresinosum VNKKK1904 véi MBC 12,50 mg/mL, G. lingzhi VNKKK1903 véi MBC thip hon G. lingzhi
VNKKK1905A2 vi MBC 25,0 mg/mL. So véi cao chiét nim G. lingzhi VNKKK1905A2, cao chiét nim G. lingzhi
VNKKK 1903 c6 MIC cao hon (9,375 mg/mL so v6i 6,25 mg/mL) nhung lai c6 chi sé MBC thap hon (18,75 mg/mL
s0 v6i 25,0 mg/mL). MIC va MBC cua ciprofloxacin tuan tu 1a 0,0125 mg/mL va 0,05 mg/mL. Dbi ching am la
DMSO 5% ciing 14 dung méi hoa tan cac cao chiét khéng cé sy anh huong t6i su ting trudng vi khuan S. aureus
ATCC 29213 théng qua khéng xuét hién vong khang khuan.

Téng hop cac két qua néu trén cho phép nhan dinh ring trong s6 5 ching nim khao sat, cao chiét nim G.
multiplicatum VNKKK1901 va ndm G. sinense VNKKK1902 c6 hoat tinh khang S. aureus in vitro tot nhat. Trong
giéi han cua luan an nay, NCS chon ndm G. multiplicatum VNKKK1901, 14 miu nam c6 s6 lugng qua thé du s6
luong, 1am dbi tugng cho cac nghién ciru sau hon vé cac hop chat co hoat tinh khang S. aureus va co ché khang cua
chang.
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4.2.4. Thanh phén cic nhém hop chit hivu co trong cao chiét 70% ethanol va trong cic cao phin doan
4.2.4.1. Thanh phdn cac nhém hop chdt hitu co trong cao chiét 70% ethanol

Két qua dinh tinh cac hop chit hitu co trong cao chiét ethanol 70% qua thé ndm G. multiplicatum thu nhan tai
VQG Kon Ka Kinh nim 2019 cho thdy trong cao chiét c6 cac hop chat alkaloid, duong khtr, steroid, tanin va hop
chat phenol, triterpenoid, saponin, flavonoid, terpenoid. Ham luong hop chat phenol, triterpenoid va polysaccharide
téng $6 (Bang 4.10) trong cao chiét ndm G. multiplicatum VNKKK1901 1an luot 12 56,1 + 1,1; 90,9 +2,2; 46,9
1,1 mg/g.

Bang 4.9. Ham luong hop chit phenol, triterpenoid va polysaccharide tong s trong cao GMT

Miu Hop chit phenol Triterpenoid Polysaccharide
56,1 +1,1° 90,9 £ 2,28 46,9 +1,1°

*Két qua duoc biéu thi hiéu sudt trung binh cua 3 lan lap lai + SD (standard deviation, do6 léch chudn, véi xir ly $6
liéu theo ANOVA mét yéu té véi p<0,05, véi hdu kiém theo Tukey post doc (*C6 su khdc biét thong ké (p<0,0001,
C6 su khdc biét thong ké (p <0,001). GMT: cao chiét ethanol 70% qua thé nam G. multiplicatum.

Dé tiép tuc co 1ap hop chit hiru co ¢6 trong cao chiét ethanol 70% ching t6i tiép tuc phan doan cao tong nAm
G. multiplicatum VNKKK1901.
4.2.4.2. Thu nhdn cac phdn doan tir cao chiét 70% ethanol

Két quéa thu nhan cao phan doan tir cao GMT 14 cao tong ethanol qua thé ndm G. multiplicatum VNKKK1901

Ham lwgng (mg/g)”

(Bang 4.10) cho thay hiéu suat thu dugc cia ba dung mdi hitu co 1a khac nhau va theo thi tw nhu sau cao GMH véi
dung moi n-hexane (32,7 * 2,4%) tuong duong vdi cao GME véi dung moi ethyl acetate (32,1 + 2,0%) > cao GMN
v6i dung méi nude (23,8 + 1,1%). Diéu nay cho thdy qua thé cua G. multiplicatum VNKKK 1901 chira nhiéu hop
chat khong phan cuc, nhiéu hop chat c6 d6 phan cyc trung binh, va it nhét 13 cac hop chét phan cuc. Diéu nay chimng
minh rang hop chét trong nim G. multiplicatum trong nghién ctru nay c6 thanh phan cac hop chat twong ty nhu cac
nghién ctru trén mot sb loai Ganoderma khac dic biét 1a G. lucidum trong qué thé nAm chu yéu 14 cac hop chit co do
phan cuc yéu dén trung binh da s6 thudc 16p lipid va hop chat phenol [153].
Bang 4.10. Higu suat phan tach cao chiét tir 10 g cao GMT

Miu GMH GME GMN

Hiéu suat* (%) 32,7 £2,9%** 32,1 +£2,5** 238+1,4"
* Két qua trung binh ciia 3 lan Idp lai + do léch chudn, véi xir 1y 56 liéu theo ANOVA mét yéu t6 véi p<0,05, véi hdu

kiém theo Tukey post doc. **C6 su khdc biét thong ké so véi phin doan cao niede (p<0,05). ***C6 su khdc biét thong
ké so véi phian doan cao mde (p<0,01). GMT: cao chiét ethanol 70% qua thé ndm G. multiplicatum, GMH: phan
doan cao n-hexane, GME: phdn doan cao ethyl acetate, GMN: phdn doan cao nudc

4.2.4.3. Ham luong cdc nhém hop chdt phenol, triterpenoid va polysaccharide

Ham lugng cac nhdm hop chét phenol, triterpenoid, polysaccharide tong s trong cao phan doan tir cao GMT
duoc trinh bay tai Bang 4.11.

Bang 4.11. Ham luong hop chét phenol, triterpenoid va polysaccharide tong sb trong cdc mau cao phan doan

Nhém hgp chit (mg/g)” GMH GME GMN
Hop chit phenol 58,8 + 1,32 95,6 + 0,72 71,2 + 0,6
Triterpenoid 84,5+ 2,07 139,7+0,8? 59,1+ 4,0°
Polysaccharide 30,2 +3,6° 54,0 + 3,6 101,9 + 5,4
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* Két qua trung binh ciia 3 lan Idp lai + do léch chudn, véi xir 1y s6 liéu theo ANOVA mét yéu t6 véi p<0,05, véi hdu
kiém theo Tukey post doc (*C6 sw khdc biét thong ké (p<0,0001, *Cé sw khdc biét thong ké (p<0,001). GMH: phén

doan cao n-hexane, GME: phdan doan cao ethyl acetate, GMN: phdn doan cao nuoc

Ham lugng hop chat phenol tong sé cuia phan doan cao GME 1a cao nhét trong 3 phan doan cao (95,6 + 0,7
mg/g), tiép d6 1a phan doan cao GMN (71,2 + 0,6 mg/g) trong khi d6 thap nhat 1a phan doan cao GMH (58,8 + 1,3
mg/g). Hop chit phenol 12 nhom hop chét trong cau tric ¢ vong benzen mang mot hodc nhidu nhom chirc hydroxyl
— OH. Do vy, cac hop chit phenol thudng tan trong nudc hodc cac dung moi cd dd phan cuc tir trung binh dén cao.
Trong nghién ctru ndy, hgp chat phenol dugc thu nhan nhiéu nhat & phan doan GME sir dung ethyl acetate lam dung
moi, tiép dén 14 phan doan cao GMN sir dung nudc lam dung méi. Két qua & Bang 4.11 cho thay luong triterpenoid
cia ndm G. multiplicatum chi yéu thu duoc & phan doan GME (139,7 + 0,8 mg/g) va GMH (84,5 + 2,0 mg/g); thap
nhat 14 phan doan cao GMN (59,1 + 4,0 mg/g). Két qua thu nhan lugng triterpenoid cao nhat & phan doan GME cho
thdy cac hop chat tritepenoid thu dugc c6 do phan cuc trung binh dén yéu. Ham luong polysacharide ting theo do
phan cuc ciia dung moi do cic phan tir duong mang nhiéu nhém phéan cuc OH, cu thé 1a cao nhét trong phan doan
GMN (101,9 + 5,4 mg/g), tiép d6 1a phan doan GME (54,0 + 3,6 mg/g), thap nhat 14 phan doan GMH (30,2 * 3,6
mag/q).

4.2.5. C0 ldp hop chit tir phan doan cao GME ciia qud thé G. multiplicatum
Céu triic va tén ctia 6 hop chit COM1 - COM6 duoc phan 1ap tir phan doan cao EtOAc cua qua thé nam G.
multiplicatum VNKKK1901 dugc xac dinh theo Hinh 4.8.

Hinh 4.8. Cau trc 6 hop chét dugc phan lap tir phan doan cao GME cua qua thé nam G. multiplicatum
VNKKK1901. 1, COML1 (ergosterol); 2, COM2 (stellasterol); 3, COM3 (ergosterol peroxide); 4, COM4
(ganoderiol F); 5, COM5 (lucidumol B); 6, COM6 (ganodermanondiol).

Nhu vy, ddy 1a cong trinh khoa hoc 1an dau tién trén thé gioi da phan 1ap dugc tir qua thé nAm G. multiplicatum
ba hop chit thudc nhom steroid 12 ergosterol, ergosterol peroxide, stellasterol va ba hop chét thuéc nhém triterpenoid
la ganoderiol F, ganodermanondiol va lucidumol B, 14 sau hop chat di dwoc phan l4p tir cac loai ndm khéc thudce chi
Ganoderma, Amauroderma va Haddowia thudc ho Ganodermataceae.

4.2.6. Hop chit cé hoat tinh khdng S. aureus 6 G. multiplicatum va gid thuyét vé co ché khéng
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Két qua sang loc in silico (Bang 4.12) cho thay trong s6 6 hop chit duoc ¢ I4p tir phan doan cao GME,
ergosterol peroxide c6 ai luc gan cao véi yéu tb két tu A, ergosterol peroxide va esgosterol c6 ai luc gin cao véi
dihydrofolate reductase. Ganoderiol F va lucidumol B tuy khéng nam trong nhom c6 ai luc cao véi cac protein nhung
két qua diém sb docking véi protein sortase A, yéu t6 két tu A, phosphotransacetylase déu cao hon diém sb docking
cuia dbi ching ciprofloxacin. Ganodermanondiol ¢é diém sé docking tot hon dbi ching ciprofloxacin ddi véi protein
sortase A va yéu té két tu A. Muoi hop chat thuoc nhom tripterpenoid (7- oxoganoderic acid Z, ganosinoside A,
ganosinensin B, ganoderic acid AM1, ganoderic acid D, ganoderic acid J, ganolucidic acid B, ganoderenic acid D,
ganodermanontriol), 1 hop chat steroid (24R-ergosta-7,2E-diene-3p,5a,6p-triol) va 2 hop chét phenol (1-methoxy-2-
(2-methoxyethenyl)-benzene, jacareubin) dugc du doan in silico ¢o ai luc cao vdi 4 prtotein muc ti€u (SrtA, CIfA,
DHFR, Pta) khong dugc chung t6i phan 1dp tir phan doan cao GME.

Bang 4.12. Diém sb docking v6i 4 protein lién quan dén tinh khang S. aureus cua cac hop chét ¢o lap tir G.
multiplicatum tét hon so v6i khang sinh ciprofloxacin

Hop chat Piém s docking (kcal/mol)

SrtA CIfA DHFR Pta
Ciprofloxacin -6,7 -8,1 -95 -7,1
Ergosterol -7,9 -9,3 -10,2 -1,7
Ergosterol peroxide -7,6 -10,2 -10,2 -7,6
Ganoderiol F -7,8 -9,1 NA -7,4
Ganodermanondiol -7,8 -9,7 NA NA
Lucidumol B -7,6 -95 NA -8,0

NA: Diém s6 docking nhé hon khang sinh ciprofloxacin

Ngoai co ché khang dua trén 2 hop chét ergosterol peroxide, ergosterol va hai protein muc tiéu 1a CIfA va
DHFR néu trén, tinh khang S. aureus ciia cao chiét qua thé nim G. multiplicatum c6 thé con dua trén su gin cla
ganoderiol F, ganodermanondiol va lucidumol B Iam bt hoat SrtA, CIfA, va su gin caa ganoderiol F va lucidumol
B lam bét hoat Pta. Ngoai ra, tinh khéng S. aureus c6 thé con dua trén cac hop chét khac dugc du doan c6 ai luc gin
cao vai CIfA, DHFR, ciing nhu SrtA, Pta ma chiing t6i chua phan 1ap dugc trong ludn an nay.
4.3. Nghién ctru dic diém thanh phan, ciu tao va hoat tinh khang oxy héa ciia thé sgi nam linh chi
Amauroderma subresinosum

4.3.1. Thu nhdn cdc phin doan giau polysaccharide tiv thé sgi niam

Béy phén doan giau polysaccharide (ky hiéu ASF1, ASF2, ASF3, ASF4, ASF5, ASF6, ASF7) tir thé soi ndm
duoc thu nhan. Hiéu suit thu nhan cac phan doan tir ASF-1 dén ASF-7 tix 20 g hé soi nam khé sau khi loai chit béo
va cac phan tir nho béng ethanol duoc thé hién & Bang 4.13. Phé&n doan thu nhan tir nuéc néng ASF-1 c6 hiéu sudt
thu nhan cao nhit 6,16 + 1,01% (w/w) sau khi rira voi dung moi hiru co. Phan doan ASF-2, ASF-3 thu nhén tir phz:fln
bot ran sau khi chiét be‘ing nudc nong, duoc tiép tuc chiét bﬁng NaOH 2%, loc, ly tim tach thanh taa (ASF-2) va dich
ndi (ASF-3). Hiéu suit thu nhan cua hai phan doan nay 1an Iuot 13 0,18 + 0,02% va 16,46 + 0,26%. Phan khong tan
con lai sau khi chiét bang NaOH 2% duoc tiép tuc chiét bang NaOH 2% néng dé pha véch té bao nam, ly tdm thanh
dich ndi (ASF4) va tia. Hiéu suét thu nhan phan doan ASF-4 1 0,40 + 0,04%. Phan tia duogc tiép tuc chiét véi
acetone 15%, ly tdm thanh tia ASF7 va dich néi. Hiéu sudt thu nhan ASF7 1a 12,60 # 1,48%. Phan dich ndi dé thu
nhan polysacharide tir thianh té bao bang cach kiém héa dén 10,0, ly tdm thu duoc tia (ASF-5) va dich noi.
Polysaccharide trong dich ndi duoc tiia bang ethanol tuyét déi (ASF-6). Hiéu suat thu nhan ASF-5, ASF-6 lan lugt
120,05 £ 0,02% va 0,48 + 0,08%.

Bang 4.13. Hiéu suét thu nhan cac phan doan giau polysacharide tir hé soi ndm A. subresinosum
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Phin doan Dung méi chiét, phan Hiéu suat (%, wiw) Thanh phén
doan sau ly tim

ASF-1 Nudc nong 6,16 + 1,01 Polysaccharide, proteins
ASF-2 Tua ctia NaOH 2% 0,18 +0,02" Polysaccharides

ASF-3 Dich ndi cia NaOH 2% 16,46 + 0,26™ Polysaccharides

ASF-4 NaOH 2% néng 0,40 + 0,04" Polysaccharides

ASF-5 Tua acetone 15% 0,05+ 0,02" Polysacharides

ASF-6 Dich ndi 15% acetone 0,48 + 0,08" Polysacharides

ASF-7 Tua con lai 12,60 +1,48™ Polysacharides

Tong s6 36,35+ 1,34 Polysacharides, proteins

Két qua trung binh cia 3 lan Idp lai £ dg 1éch chuan, véi xik Iy 56 liéu theo ANOVA mét yéu té véi p<0,05, véi hdu
kiém theo T ukey post doc. *Co sy khdc biét théng ké (p<0,05). **C6 su khdc biét théng ké so vdi phdan doan cao
nuoc (p<0,01).

Téng hiéu sudt thu nhan cua tit ca cac phan doan sau qua trinh tach chiét 1a 39,35 + 1,34% (wW/w), twong tmg
v6i hon mot phan ba khdi lwong soi ndm khé ban dau. Trong dé polysacharide ctia A. subresinosum duoc thu nhan
& phan doan kiém va nuéc ndng trong nghién ciru ndy 1a cao hon so v&i cac phan doan tir cac loai ndm duogc nghién
ctru trude day. O cac phan doan chiét tach khac, két qua & Bang 4.12 cho thay hiéu suat thu nhan polysacharide cac
phan doan chiét béng dung dich NaOH 2% tai nhiét d6 phong la cao nhat, trong khi d6, hi¢u suit thu nhan
polysacharide c4c phan doan chiét biang dung méi acetone 15% la thip nhat. Trong 7 phan doan giau polysaccharide,
hiéu suét thu nhan cac phan doan ASF-1, ASF-3 va ASF-7 14 cao nhat. Do vy, ching tdi sir dung ba phan doan nay
dé thuc hién cac thi nghiém tiép theo.

4.3.2. Pic diém thanh phan cdc phén doan giau polysaccharide ASF-1, ASF-3 va ASF-7
4.3.2.1. Trong lwong phdn tu trung binh cua polysaccharide
Trong luong phan tir trung binh ctia ba phan doan (ASF-1, ASF-3 va ASF-7) dugc thé hién trong Bang 4.14.
Phéan doan ASF-1 c6 trong lugng phan tir trung binh 1a 22,53 kDa tuong dong véi polysaccharide dugc chiét xuét

bang nudc ndng clia cac loai nam thudc chi Ganoderma (103-10* Da). Trong nghién ciru nay ASF-1 13 phan doan thu
nhén tir A. subresinosum, mot loai thudc ho Ganodermateace, c6 thé cling s€ c6 nhitng dac diém tuong tuy vé trong
lugng va hoat tinh sinh hoc giéng nhu cac loi cting ho. Phan doan ASF-3 thu nhan tir chiét xuét bang dung moi kiém
c6 trong lugng phan tir trung binh la 750 Da. Phan doan ASF-7 1a phan doan khong tan trong cac dung moi nude
noéng, kiém, acetone, c6 trong lugng phén tir trung binh 35,73 kDa. Trong lugng phan tir ciia ASF-7 cao hon 2 phéan
doan con lai vi day la phan doan can con lai cia qua trinh chiét qua cac dung moi khac nhau, nén chira nhiéu
polysaccharide cé trong luwgng phén tir 16n so v6i cac phan doan con lai.
Bang 4.14. Trong luong phén tir trung binh clia cac phan doan giau polysacharide tir hé soi nAm A. subresinosum

ASF-1 ASF-3 ASF-7

Phan doan

Mw? (kDa) 22,53 075 35,73

qMw: Trong luong phan tir trung binh
4.3.2.2. Thanh phan dwong don
Thanh phﬁn monosaccharide cta cac phan doan ASF-1, ASF-3 va ASF-7 thu dugc tir soi nim A. subresinosum
duoc thé hién & Bang 4.15. Trong s6 cac monosaccharide, loai duong don duoc chinh dugc phat hién trong tAt ca cac
phan doan 14 glucose. Diéu nay phu hop véi cac nghién ciru trude dy vé polysaccharide ciia ndm linh chi, trong d6
glucose 1a thanh phan chinh [200]. Mit khac, méi trudmg nudi cdy PDB dugce sir dung trong nghién ciru ndy chu yéu
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chira glucose va thanh té bao ndm chtra cac cau triic giau glucose. Ham luong glucose vuot hon 70% & phan hoa tan

trong nudc va dat gan 88% & phan doan ASF-7. Trong nghién ciru nay, rhammose khéng dugc phat hién trong

polysacharide cia ca ba phan doan.

Bang 4.15. Thanh phan (%, w/w) cac monosaccharide trong cac phan doan polysacharide ASF-1, ASF-3 va ASF-7
ctia hé soi ndm A. subresinosum

Phan doan Ty 1& khoi lwong (%, W/w)
Ara Gal Glc Man Rha Xyl
ASF-1 1,30 1,00 70,24 16,73 ND 10,73
ASF-3 ND 8,61 84,11 ND ND 7,28
ASF-7 0,24 1,22 87,78 6,04 ND 4,72

Ara: arabinose; Gal: galactose; Glc: glucose; Man: mannose; Rha: rhamnose; Xyl: xylose; ND: Khong phdt hién.
Céc két qua trén day cho thay thanh phan monosaccharide ciia cac phan doan A. subresinosum chi yéu duoc
dic trung boi glucose. Co thé ngudn carbon chinh ctia méi truong nudi cdy c6 anh huong dén cau truc duong don
ctia vach té bao ¢ loai nay. Mannose va xylose duoc tim thiy véi ty 16 cao hon trong ASF-1, cho thiy sy hién dién
ctia chiing trong ciu tric 10p ngoai cliing ctia Vach té bao, trong khi arabinose va galactose dugc phat hién vai ty 18
khéi lugng twong dwong nhau. Mit khac rhamnose khong duge phat hién khong ba phan doan duoc phén tich.
4.3.2.3. Phan tich dac diém ciia polysaccharide bang phé FTIR

Pho FTIR clia ba phan doan ASF-1, ASF-3 va ASF-7 duoc thé hién ¢ Hinh 4.8. Ca ba phan doan déu cé cac
peak manh trong hoang 900 dén 1.300 cm biéu thi c4c lién két C-C va C-O trong vong pyranose, dong thoi xac nhan
sy hién dién cua polysaccharide trong cac phan doan
nay.

3660 2500

Hinh 4.8. Quang phd hong ngoai bién ddi Fourier ctia -
cac phan doan giau polysacharide thu nhén tr hé¢ sgi |
nim A. subresinosum. a: ASF-1; b: ASF-3; c: ASF-7. [ .
Két qua phén tich trén phd hong ngoai (trong khoang ji o
4.000 cmt dén 400 cm®) va % d6 truyén qua (ty 1& hap e

thu anh sang hong ngoai)

O ba phan doan giau polysacharide tir A.
subresinosum, cac nhom hydroxyl dugc phat hién &
3.418,5 cm* trong pho FTIR clia phan doan ASF-1, 3.446,4 cm™ d6i véi ASF-3 va 3.419,6 cm™ trong trudng hop
ASF-7. Cac két qua nay twong dong vdi cac nghién ciru trudc dy vé polysaccharide ctia mot s loai trong ho ndm
Ganodermataceae cho thdy peak kéo dai rong dién hinh trong khoang 3.400 cm™ 14 ctia nhom hydroxyl. Bén canh
do6, cac peak tai 2.923,7 va 2.925,2 cm™ biéu thi nhom C-H va céc peak 1.653,1 va 1.345,1 cm™ biéu thi nhém
carboxyl. Céc peak 1.077,1, 1.051,7 va 1.037,2 cm™ trong phd FTIR lan luot cia ASF-1, ASF-3 va ASF-7 cho thiy
su hién hién cua vong pyranose. Ngoai ra, mot peak yéu tai 926,8 cm® 1ién quan téi sy c6 mit cia ciu hinh p cua
lién két glycoside, cho thay rang monosaccharide ciia ASF-3 chu yéu 1a glucose.

4.3.3. Hogt tinh khdang oxy héa ciia cdac phin doan ASF-1, ASF-3 va ASF-7
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Hoat tinh khang oxy hoa dugc xac dinh thong qua murc d6 loai bd géc tu do DPPH cta 3 phan doan ASF-1,
ASF-3 va ASF-7 duogc trinh bay tai Bang 4.16 va duong biéu dién dugc trinh bay tai Phu luc 5, trong d6 gia tri ICso
clia ba phan doan ASF-1, ASF-3 va ASF-7 lan luot 12 12,9 + 1,5, 12,8 + 2,0 va 16,1 + 1,8 pg/mL. Trong ba phan
doan dugc khao sat ASF-3 ¢6 1Cso thap nhét tir 6 cho thay rang phan doan ASF-3 c6 hoat tinh khang oxy héa manh
nhat trong loai bo gbc tu do DPPH. Kha ning khang oxy hoa cua ba phan doan ASF-1, ASF-3 va ASF-7 duoc xac
dinh béng thtr nghiém véi ABTS' dugc trinh bay tai Bang 4.16 va duong biéu dién duoc trinh bay tai Phu luc 16.
ASF-1 c6 gia tri 1Cso 12 10,7 + 1,0 pg/mL, ASF-7 12 12,6 + 1,8 pg/mL, thip nhat 1a ASF-3 14 8,5 + 1,0 pg/mL.
Ascorbic acid (d6i ching duong) c6 1Cso trong thir nghién DPPH va ABTS* lan luot 14 4,1 + 0,6 va 3,2 + 0,4 ug/mL.

Bang 4.16. Hoat tinh khang oxy hoa cta cac phin doan giau polysaccharide tir hé sgi nim A. subresinosum (ICso)

pug/mL
Phin doan Hoat tinh khang oxy hoa (1Cso, pg/mL)
DPPH ABTS
ASF-1 129+15 10,7+£1,0
ASF-3 12,8 +2,0° 85+1,0™
ASF-7 16,1+1,8 126+1,8
Ascorbic acid 41+0,6 3,2+04

Két qud thé hién gia tri trung binh 3 lan lap lai £ do léch chuén xir ly 56 liéu theo ANOVA mot yéu 16 va hédu kiém
theo Tukey post doc; * p<0,01; ** p<0,05; DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; ABTS": 2,2"-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)

CHUONG 5. KET LUAN VA KIEN NGHI
5.1. Két luan
5.1.1. Phén logi hoc cdc méu ndm thu nhén tai Tay Nguyén va TP. Ho Chi Minh
Két hop giita ddc diém hinh thai va méi quan hé tién hoa dua trén trinh tu nucleotide cta ving ITS dé dinh danh
dugce 13 loai thudc chi Ganoderma, 1 loai thudc chi Amauroderma, 1 loai thudc chi Sanguinoderma, 1 loai thudc chi
Foraminispora tir cac mau nam Ganodermataceae thu nhan tai VQG Kon Ka Kinh, Bidoup Ni Ba, Chu Yang Sin,
Khu BTTN Ea s, trén dia ban Tay Nguyén va tai TP. H6 Chi Minh véi cac ghi nhan dang cht y nhu sau: 6 loai lan
dau tién duoc ghi nhan tai Viét Nam cho dén thang 9 nim 2024 1a F. austrosisensis, G. casuarinicola, G.
ellipsoideum, G. guangxiense, G. subangustisporum va S. rugosum; dac biét chi Foraminispora va Sanguinoderma
lan dau tién duoc ghi nhan tai Viét Nam dua trén hinh thai hoc va sinh hoc phén tir. Ngoai ra, 1an ddu tién trén thé
gioi, luan 4n da ghi nhan dugc su ky sinh, gy chét cua loai G. multipileum trén ciy Phuong vi Delonix regia.
5.1.2. Khdo sdt hoat tinh khdng S. aureus ciia cao chiét nim
Tir cao chiét 70% EtOAc ciia qua thé cta chiung G. multiplicatum VNKKK1901 c6 hoat tinh khang S. aureus
in vitro da c6 1ap duoc 6 hop chét 1a ergosterol, ergosterol peroxide, ganoderiol F, ganodermanondiol, lucidumol B
va stellasterol; trong s6 nay, phuong phap docking phén tir va dong luc hoc phan tir cho thay ergosterol peroxide c6
ai lyc gén cao voi yéu t6 két tu A, trong khi do, ergosterol va ergosterol peroxide c6 ai luc cao voi dihydrofolate
reductase; do vay c6 thé két luan co ché khang S. aureus ciia cao chiét qua thé nam G. multiplicatum it nhét 1a do sy
{rc ché chirc ning, hoat tinh cta hai protein nay boi ergosterol va ergosterol peroxide;
5.1.3. Pic diém thanh phan, cdu tao va hogt tinh Khang oxy héa ciia thé sei ndm linh chi Amauroderma
subresinosum
D3 thu nhan, xac dinh trong lwong phan tir trung binh, thanh phin, ciu trac dudng cia 7 phan doan gidu
polysaccharide tir thé soi nim ching A. subresinosum VNKKK 1904 va cho thay phan doan ASF-3 tir dung méi kiém
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chira cac polysaccharide v6i cac dic diém trong lwong phan tir trung binh 1a 750 Da, thanh phan duong cha yéu B-
glucan ciia pyranose, c6 kha ning chdng oxy hoa cao nhat 1a 12,8 + 2,0 ug/mL bang phuong phap DPPH 1a 8,5 +
1,0, 12,8 + 2,0 pg/mL biang phuong phap ABTS.
5.2. Kién nghi
Tiém nang nghién ctru cua ho Ganodermataceae la rat 16n. Bén canh nhiing két qua dat duogc, luan an van con
mot s6 van dé chua giai quyét duge. Do vdy, cac van dé bd sung nghién ctru nhur sau:

- Tién hanh thi nghiém danh gié in vitro cao chiét va hop chét 1én ching vi khuan tu cau vang Staphylococcus
aureus da khang thudc.

- Nghién ctru vé céc hoat tinh sinh hoc khéc ctia cdc miu ndm thudc ho Ganodermataceae. T d6, danh gia dugc
tiém ning hoat tinh sinh hoc ctia ho ndm nay 1am co s& cho khai thac va bao ton ngudn gen ho nim nay c6 ngudn
gbc tir Viét Nam.

- Tiép tuc cac nghién ctru vé nudi trong khao nghiém quy mé 16n cac loai ndm thu nhan duoc va danh gia ham
lugng duoc chét so sanh véi mau thu nhan tir ty nhién. T d6, khai thac dugc ngu?)n gen ho nam Ganodermataceae

tai Viét Nam mang lai gia tri kinh té cao hon.
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